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26 年度にわれわれは、上記の成長因子遺伝子を Tol2 トランスポゾンペクター12）に組み込み、
in ovo リポフェクション法11）を用いてニワトリ胚心外膜に導入し、強制発現させた。テストし







Nrp2（静脈）、Prox1（リンパ管）の 4 遺伝子をクローニングし、それらの mRNA を in situ
ハイブリダイゼーション法を用いて検出した。異所性の血管様構造は Vegfr‒2 および EphrinB2
陽性の内皮によって覆われ、その内皮は Nrp2 陰性かつ Prox1 陰性であった。VEGF ‒A 強制発
現によって形成される異所性の血管様構造が、動脈の特徴を示すことが明らかになった。
心外膜で強制発現させた VEGF‒A は、心臓のどの細胞集団に作用することによって、血管
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図 3 Vegf‒a 強制発現による間充織の肥厚および心異所性血管の形成
（A）ニワトリ 10.5 日胚心臓。In ovo リポフェクション法を用い、Vegf ‒a 遺伝子を組み込








（D）Vegf ‒a を強制発現させた 10.5 日胚ウズラ胚心臓の切片を血管内皮認識 QH1 抗体を用
いて免疫染色したもの。
図 4 心異所性血管は動脈の性質を示す






図 5 VEGF‒A は心外膜に作用する
VEGF‒A 受容体をコードする Vegfr‒1（A）、Vegfr‒2（B）、Nrp1（C）、Nrp2（D）の発現パター
ン。Vegfr‒1 と Nrp2 が心外膜およびその直下の間充織（epi）で、Vegfr‒2 および Nrp1 が間充織
の一部の細胞で強く発現する。（E）心筋での Vegf ‒a 強制発現。10.5 日胚ニワトリ胚心臓。カル
デスモン（赤）、EGFP（緑）を検出。明瞭な血管形成促進作用は認められない。
図 6 Vegf‒a 強制発現の細胞分化への影響
10.5 日胚ウズラ心臓（A）およびニワトリ心臓（B）。Vegf ‒a 遺伝子を発現す
る心外膜由来細胞（EGFP、緑）の多くは、異所性血管の内皮（A、QH1、赤）
にも平滑筋（B、カルデスモン、赤）にも寄与しない。
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The epicardium is a single layer of epithelial cells that covers the entire surface of the heart.
After the entry to the heart and subsequent spreading over the myocardial surface, epicardial
cells undergo an epithelial-mesenchymal transformation (EMT) to generate the subepicardial
mesemchyme, a major site of coronary vasculogenesis. Some growth factors, including vascular
endothelial growth factor (VEGF)‒A, promote the epicardial EMT in vitro. To investigate
whether the epicardial EMT affects the development of coronary vascular system in vivo, we
misexpressed candidate factors in epicardial progenitor cells in chick, using transposon-mediated
gene transfer. Among factors we tested, VEGF‒A showed a distinct effect to stimulate epicardial
EMT, leading to local thickenings of subepicardial mesenchyme in transfected areas. These
thickenings contained blood-filled cysts, whose lumen was lined by ephrinB2-positive arterial
endothelium surrounded by caldesmon-positive smooth muscle. Majority of transfected cells were
negative for either endothelial or smooth muscle markers. Vegf‒a misexpression in the
myocardium showed no obvious effect. These results are consistent with the model in which
VEGF-stimulated epicardium-derived cells provide supportive environment for coronary artery
development.
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